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摘要 :【 目 的】 探究 家 蝎 Musca domestica 4) X Ik RIIA A) €& PGRP-SC 在 应 对 肠 道 入 侵 细 菌 中 的 
作用 。【 方 法 】 通 过 投 喂 表 达 MdPGRP-SC dsRNA 的 宿主 大 肠 杆菌 Escherichia coli FR R 3,32 6$ 4 
X MdPGRP-SC 基因 表达 ,并 利用 qPCR 技术 检测 干扰 效果 ;在 荧光 显微镜 下 观察 干扰 后 试 虫 肠 道 
内 表达 绿色 荧光 蛋白 (green fluorescent protein, GFP) 的 大 肠 杆 菌 存活 情况 ,同时 通过 比 色 法 检测 干 
扰 后 试 虫 肠 道 组 织 内 的 H,0, 含量 ,利用 qPCR 检测 试 忠 肠 道 内 抗菌 肤 基 因 的 表达 情况 。[【 结果】 
qPCR 结果 显示 , 投 喂 干扰 24 h 后 家 蝇 幼 虫 体内 MdPGRP-SC 基因 的 相对 表达 量 显著 降低 。 对 
PGRP-SC 干扰 组 和 GFP 对 照 组 试 虫 投 喂 表达 GFP 的 大 肠 杆 菌 ,30 min 后 干扰 组 家 蝇 肠 道内 荧光 
亮度 弱 于 GFP 对 照 组 。 同 时 ,干扰 组 试 虫 肠 道内 H,0, 含量 与 室 白 对 照 或 GFP 对 照 组 相 比 均 没 有 
显著 差异 ,而 干扰 组 中 抗菌 肽 表达 水 平 显 著 高 于 GFP 对 照 组 。【 结论 ] MdPGRP-SC 在 控制 家 蝇 幼 
虫 肠 道 免疫 敏感 程度 中 起 作用 。 
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Functional analysis of peptidoglycan recognition protein PGRP-SC in 


intestinal immunity of Musca domestica 
LU Yong-Peng, GU Ji-Hai, GAO Yi-Fu, TANG Ting', LIU Feng-Song, HUANG Da-Wei ( College of 
Life Sciences, Hebei University, Baoding, Heibei 071002, China) 


Abstract: [ Aim] The objective of this research is to investigate the immunological functions of 
peptidoglycan recognition protein SC in the housefly, Musca domestica , in response to invading bacteria. 
[ Methods] We knocked down the expression level of MdPGRP-SC by feeding the newly-hatched larvae of 
M. domestica with Escherichia coli expressing double-strand RNA and then measured the interference 
effect with quantitative real-time PCR (qPCR). The treated larvae were fed with GFP-expressing E. 
coli, and then the tempo-spatial dynamics of these ingested bacteria was observed under fluorescent 
microscope. The hydrogen peroxide content and the expression profiles of antimicrobial peptide genes in 
the intestine of the larvae fed with dsRNA were tested by colorimetry and qPCR methods, respectively. 
[ Results] The qPCR results showed a significant decrease in the relative expression level of PGRP-SC in 
the interference group. After M. domestica larvae fed with E. coli expressing GFP, a rapid fadeout of 
fluorescence in the MdPGRP-SC interference group was observed compared with the GFP control group. 
The hydrogen peroxide content in each group had no significant change, while the expression levels of all 
the four AMP genes were up-regulated dramatically in the gut of MdPGRP-SC depleted larvae. 
[ Conclusion] MdPGRP-SC plays a role in regulating the sensitivity of intestinal immune reaction in 
housefly larvae. 
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家 晶 Musca domestica Jg XUW H Ed, H , E — fp qe 
界 性 广泛 分 布 的 昆虫 ,其 高 效 的 免疫 系统 能 够 对 病 












































果 晶 摄 和 人 细菌 会 引起 IMD 通路 的 过 度 激活 ,导致 果 
晶 肠 道上 皮 损 伤 和 发 育 缺 陷 , 进 而 造成 笨 主 寿命 缩 
































原 菌 的 入 侵 做 出 迅速 .高 效 的 免疫 应 答 。 在 自然 界 
中 ,家 蝇 的 整个 生命 史 都 与 复杂 的 微生物 环境 紧密 
联系 。 家 蝇 幼 虫 发 育 依赖 于 正常 的 肠 道 微 生 态 
( Zurek et al., 2000) ,而 成 虫 是 环境 中 微生物 传播 的 
高 效 载体 (Joyner et al., 2013; Fleming et al., 
2014) 。 虽 然 在 摄食 过 程 中 有 大 量 外 界 微生物 进入 
体内 ,但 是 家 蝇 通 过 精确 调节 免疫 应 答 强 度 ,不 仅 可 
以 有 效 抵抗 病原 微生物 感染 ,同时 能 够 避免 过 激 .过 
频 的 免疫 反应 对 自身 造成 损伤 。 

家 蝇 缺 乏 兰 椎 动物 的 适应 性 免疫 系统 ,它们 在 
长 期 的 进化 过 程 中 形成 一 套 完善 的 先天 免疫 防御 机 
iil (Iwanaga and Lee, 2005) 。 先 天 免疫 主要 依赖 于 
模式 识别 受 体 (pattern recognition receptor, PRRs) 3 
过 识别 人 侵 微 生物 表面 的 保守 分 子 来 区 分 异己 
(Ochiai and Ashida, 1999) 。 在 无 疹 椎 动物 中 至 少 
有 7 种 PRRs 被 鉴定 ,包括 : 肽 聚 糖 识别 蛋白 
( peptidoglycan recognition protein, PGRP) , 革 兰 氏 阴 
性 菌 结 合 和 蛋白 (gram-negative bacteria-binding 
protein，GNBP ),， 脂 多 糖 葡 聚 糖 结合 蛋白 
(lipopolysaccharide and B-1 ,3-glucan binding protein, 
LGBP) , Toll FÉ 4 [/& ( Toll-like receptor, TLR) , & ji 

KÆ H ( thioester-containing protein, TEP) , C 型 凝集 
Z (C-type lectin, CTL) PÆ 3 LESE 8 € ( galectin, 
GALE) ( Ling and Yu, 2006; Yang et al., 2011), 
Yoshida 等 (1996 ) 首次 在 家 看 Bombyx mori 血 淋 巴 
中 纯化 得 到 一 种 特异 性 识别 草 兰 氏 阳性 细菌 细胞 壁 



























































短 (Bischoff et al., 2006; Guo et al., 2014)。 

抗菌 肽 是 生物 体内 一 类 具有 抗菌 活性 的 小 分 子 
多 肽 ,在 抵御 病原 微生物 人 侵 中 占据 重要 地 位 。 抗 
菌 肽 作为 体液 免疫 中 的 重要 组 分 ,能 够 通过 在 细胞 
膜 上 形成 孔道 或 进入 胞 内 抑制 重要 代谢 通路 等 方式 
杀 死 病原 体 (Brogden，2005; Hale and Hancock, 
2007)。 目 前 家 蝇 中 已 报道 的 抗菌 肽 有 攻击 素 
(attacin) ( 耿 华 等 , 2004; 柳 峰 松 等 , 2011) RÆK 
(cecropin ( Liang et al., 2006) , XX 38 Jik ( diptericin ) 
( 柳 峰 松 等 ,2009 , Bj 48) (defensin) ( 王 来 城 等 ， 
2003; 卢 丹 等 , 2013) 溶菌 酶 (lysozyme) (Ito et al., 
1995) 以 及 muscin 和 domesticin ( Tang et al., 2014; 
杨 雪 等 , 2015) 等 。 除 此 以 外 , 当 机 体 受到 病原 微 生 
物 感 染 时 ,PLCB 通路 与 IMD 通路 会 共同 诱导 激活 
MEKK1-MKK3-p38 通路 ,从 而 引发 活性 氧 (reactive 
oxygen species, ROS) 的 大 量 合成 (Ha et al., 2009; 
Charroux and Royet, 2010) 。 生 成 的 ROS 主要 包括 
超 氧 阴离子 自由 基 ( 0; ) ,过 氧化 氧 (H,0,) AAA 
由 基 (' OH) 等 ,它们 具有 强 氧化 性 和 极 强 的 细胞 
毒性 ,在 抵抗 感染 中 发 挥 着 重要 的 免疫 作用 (Ryu et 
al., 2006) 。 

本 实验 通过 投 喂 表 达 双 链 RNA ( double-strand 
RNA, dsRNA) 的 宿主 菌 对 家 晶 幼虫 M4PGRP-SC 基 
因 进 行 干扰 , 观察 干扰 后 幼虫 肠 道 内 表达 GFP 的 大 
肠 杆菌 存活 情况 ,并 检测 试 虫 肠 道 内 H0, 含量 和 










































































IKR (peptidoglycan, PGN) 的 蛋白 ,该 蛋白 是 鉴定 
得 到 的 第 一 个 PCRP。PCRP 分 子 中 含有 一 个 约 165 
个 氨基 酸 构 成 的 PGN 结合 区 ,该 结构 域 与 噬菌体 工 
型 酰胺 酶 相似 (Kang et al., 1998; Werner et al., 
2000) 。 根 据 其 是 否 具 有 催化 活性 可 以 将 PGRPs 分 
为 2 种 类 型 :一 类 是 不 具有 催化 活性 的 PCRPs ,可 以 
作为 受 体 结合 并 识别 细菌 PON, 参与 免疫 反应 
(Kleino and Silverman, 2014) ; 另 一 类 具有 催化 活性 
的 PCRPs 能 够 识别 并 水 解 PON 糖 链 上 的 酰胺 键 ， 
从 而 降低 或 消除 PON 的 免疫 活性 , 避免 机 体 过 度 的 
免疫 反应 (Paredes et al., 2011) 。 例 如 , 黑 腹 果 晶 
Drosophila melanogaster 肠 道 中 PGRP-LB 的 表达 受 
IMD 通路 调控 ,负责 清除 革 兰 氏 阴 性 菌 释放 出 的 
PGN 片段 ;在 感染 情况 下 PON 超出 了 PGRP-LB 降 
解 能 力 , 从 而 被 PGRP-LC 识别 并 激活 IMD 通路 
(Zaidman-Remy et al., 2006) , PGRP-SC1/2 缺陷 型 



























































抗菌 肽 基因 表达 情况 ,以 探究 MdPCRP-SC 在 家 晶 
幼虫 肠 道 免疫 中 的 作用 。 





1 材料 与 方法 


1.1. 试 虫 与 试剂 

Zl M. domestica 种 晶 为 中 国 科学 院 动 物 研 究 
所 何 风琴 老师 惠 赠 ,由 本 实验 室 从 2007 年 饲养 至 
今 。 幼 虫 饲 料 配方 :100 g IX 52,150 g 水 。 饲 养 条 
件 :温度 为 23Y ,相对 湿度 50% ~70% 。 成 蝇 饲 料 
为 水 .红糖 和 全 脂 奶粉 。 

RNA 干扰 所 用 L4440 质粒 和 HT115 菌 种 由 美 
国 冷泉 港 实验 室 Jennifer Aielo 博士 惠 赠 。pGFP 质 
HLH Clontech 公司 产品 。RNAiso Plus, M-MLV 反 转 
录 酶 和 SYBR Green 为 TaKaRa 公司 产品 ,过 氧化 氢 
( H5,0,) 测试 盒 购 于 南京 建成 生物 工程 研究 所 。 
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1.2 构建 L4440 干扰 载体 

按照 RNAiso Plus 使 用 说 明 书 提取 6 ~8 头 家 晶 
3 龄 幼虫 总 RNA ,设置 3 组 重复 ,经 1% Ss BE E SERE 
旺 泳 检测 其 完整 性 后 ,使 用 核酸 定量 仪 测定 其 浓度 
和 纯度 , 取 2 ng 总 RNA 为 模板 ,用 AOLP 引物 进行 
反 转 录 合 成 cDNA, 用 于 克隆 目的 片段 构建 干扰 
载体 。 

根据 家 晶 MdPGRP-SC 序列 (GenBank 登录 号 : 
KC161204. 1) 设计 引物 MdPGRP-SC-F 和 MdPCRP- 
SC-R, 根据 pEGFP-NI 质粒 (GenBank 登录 号 : 
U55762) GFP 基因 序列 信息 设计 引物 GFP-F 和 
GFP-R ,上 下 游 引 物 5' 端 分 别 引 入 EcoR E 和 Hind III 
酶 切 位 点 及 保护 碱 基 ( 表 1)。 以 家 蝇 cDNA 和 
pEGFP-N1 质粒 为 模板 进行 PCR 扩 增 , 扩 增 产物 与 
14440 载体 分 别 同时 进行 双 酶 切 并 回收 ,将 酶 切 后 
的 片段 和 质粒 进行 连接 后 转化 大 肠 杆 菌 DH5a 感受 
态 细 胞 , 取 阳 性 克隆 测序 检验 , 最终 得 到 LA440- 
MdPGRP-SC 和 L4440-GFP 干扰 载体 。 


























R1 引物 列表 
Table 1 Primer list 
引物 用 途 引物 名 称 引物 序列 (5 -3') 


Use of primers Primer name Primer sequences 





GCGAATTCCTCACCATCATCTCG 
AAATC 


GCAAGCTTTTAAGTCTTCCAGTT 


MdPGRP-SC-F 


MdPGRP-SC-R 





cDNA 克隆 GGCCC 
cDNA cloning CER CGGAATTCATGGTGAGCAAGGG 
VER CGAGGA 
GFP-R CGCTCGAGCTTGTACAGCTCGT 
CCATGC 
A GAGAAATCCTATGAACTTCCCG 
actin-F 
ACG 
: GGATACCGCAAGATTCCATACC 
actin-R. 
CAA 
ACACTGCTGGCAACTATTGCAG 
MdPGRP-SC-RtF 
TAC 
MdPCRP-SC-RtR CTGTTGTTGTAGTTACCCAAGA 
荧光 定量 PCR AGG 
Real-time PCR atta-F CCACGGGTCACAGCGATTC 
atta-R. TCCATTTCAGCGAGCCAC 
dip-F TGGTTGCCGACGATAAGT 
dip-R CTGTGGCATCAAACGAAT 
muscin-F ATACTCGTGGTGCTGCTAAT 
muscin-R ATCGCAAATCCTCTGGTCTA 
cecropin-F TCGTTGCCTTAGTCTTGG 


ATTGTAGCATCGCGGGTA 


cecropin-R 


1.3 dsRNA 诱导 表达 及 投 喂 干 扰 
分 别 将 构建 好 的 L4440-MdPGRP-SC 和 14440- 
GFP 干扰 载体 转化 大 肠 杆菌 HT115。 阳 性 转化 子 接 





种 于 100 mL 含有 氮 休 青霉素 ( 终 浓度 80 pg/mL) 和 
四 环 素 ( 终 浓度 15 g/mL) 的 LB 液体 培养 基 中 ， 
37*C 200 r/min 培养 至 OD =0.5, 加 入 IPTG Z% 
浓度 1 mmol/L 诱导 4~6 h, W3 mL 菌 液 提取 总 
RNA ,琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 是 否 成 功 表达 dsRNA, 

分 别 取 成 功 表 达 MdPGRP-SC dsRNA 和 GFP 
dsRNA 的 培养 物 ,4% 7 000 g 离心 10 min 收集 菌 
体 ,去 离子 水 重 悬 并 定 容 至 100 mL。 将 2 种 重 悬 菌 
液 按 照 重 量 比 7: 10 分 别 与 饲料 搅拌 均匀 并 投 喂 新 
孵育 的 家 晶 1 龄 幼虫 ,纱布 封口 后 置 于 25Y 培养 。 
实验 共 设 3 组 ,分 别 为 投 咀 表达 MdPGRP-SC dsRNA 
宿主 菌 的 实验 组 (PCRP-SC 干扰 组 ) ER RS GFP 
dsRNA 宿主 菌 的 对 照 组 (CFP 对 照 组 ) 以 及 同 批 正常 
饲养 的 家 蝇 幼 虫 (空白 对 照 组 ) ,每 组 设置 3 个 重复 。 
1.4 ” 投 喂 干扰 效果 检测 

干扰 24 h 后 ,从 各 组 中 分 别 随机 选取 30 头 龄 
期 一 致 . 虫 体 大 小 均一 的 幼虫 提取 总 RNA, 反 转录 
并 通过 荧光 定量 PCR ( real-time quantitative PCR, 
qPCR) 技术 检测 家 晶 幼 虫 中 MdPGRP-SC 基因 的 表 
达 水 平 ( 表 1) ,以 组 成 型 表达 的 b-actin 基因 为 内 参 
基因 。qPCR 反应 条 件 :95% 预 变性 200 s;95% 变性 
20 s,62% 退火 延伸 30 s,40 个 循环 。 
1.5 摄 入 微生物 在 干扰 后 试 虫 肠 道内 的 存活 情况 

质粒 pGFP 转化 大 肠 杆菌 BL21( DE3 ) 感受 态 细 
胞 后 ,培养 10 ~ 12 h 后 能 够 表达 绿色 殉 光 蛋白 ,在 
亚 光 显微镜 下 可 观察 到 绿色 效 光 。 对 试 虫 投 喂 干扰 
24 h 后 ,从 PGRP-SC FRH GFP 对 照 组 中 分 别 
随机 挑 取出 50 头 龄 期 一 致 `. 虫 体 大 小 均一 的 幼虫 投 
喂 表达 GFP 的 宿主 菌 (以 下 简称 pCFP-ECO) "E 
食 20 min 后 从 2 组 实验 中 分 别 随机 挑选 10 35 27] 
虫 ,去 头 处 死 后 在 荧光 显微镜 下 观察 体内 荧光 强度 ; 
其 余 幼虫 放置 30 min 后 于 荧光 显微镜 下 观察 ,通过 
殉 光 强度 变化 判断 家 蝇 肠 道内 细菌 的 存活 情况 。 
1.6 干扰 后 幼虫 肠 道 内 H,O, 含量 和 抗菌 肽 表达 
检测 

按照 投 喂 干 扰 方法 对 家 晶 幼 虫 处 理 24 h 后 ,从 
3 组 实验 中 分 别 随机 选取 20 头 幼 虫 , 冰 上 解剖 分 离 
肠 道 组 织 ,精确 称 量 (g) 后 按 1:9(m/v) 加 入 预 冷 生 
理 盐水 (mL) ,低温 条 件 下 组 织 匀 浆 ,4%C 10 000 r/ 
min 离心 10 min, 取 10% 上 清 液 ,按照 过 氧化 氨 测 试 
盒 使 用 说 明 书 加 入 试剂 混 匀 ,405 nm 下 测量 吸光 度 
值 并 计算 H,0, 含量 。 

同时 冰 上 解剖 幼虫 分 离 肠 道 组 织 提取 总 RNA, 
通过 qPCR 分 别 检测 PGRP-SC 干扰 组 与 GFP 对 照 
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组 幼虫 肠 道内 4 种 抗菌 肽 基因 attacin. ( GenBank 登 
录 号 : AAR23768 ) diptericin ( GenBank. 登录 号 : 
FJ794602) .muscin (GenBank 登录 号 : KF514663. 1) 
和 cecropi ( Tang et al., 2014) 的 表达 情况 ,引物 序 
列 见 表 1。qPCR 反应 条 件 :95Y 预 变性 200 s;95% 
变性 20 s,60% 退火 延伸 30 s,40 个 循环 。 
1.7 数据 统计 与 分 析 

采用 SPSS 17. 0 软件 对 实验 数据 进行 统计 分 
Jr ,实验 结果 用 平均 值 上 标准 误差 表示 ,组 间 差 异 采 
用 单 因素 方差 分 析 和 Tukey 氏 检验 方法 ,两 组 比较 
采用 Student t-test 进行 分 析 。 





2 结果 


2.1 dsRNA 诱导 表达 结果 检测 

分 别提 取经 IPTG 诱导 和 未 诱导 的 HT115- 
14440-PGRP-SC 和 HT115-14440-GFP WWA RNA, 
3 E PE SEA E CR UI gh zs ,诱导 后 的 菌 液 总 RNA 中 
出 现 一 条 特异 条 带 , 而 未 经 诱导 的 菌 液 总 RNA 中 不 
含 此 条 带 ( 图 1)。 特 异 RNA 条 带 大 小 分 别 与 
PGRP-SC 和 GFP dsRNA 预期 大 小 (644 和 851 bp) 
一 致 ,因此 判定 诱导 后 出 现 的 特异 条 带 为 PCRP-SC 
dsRNA 和 GFP dsRNA 条 带 。 
2.2 投 喂 法 干扰 家 蝇 幼 虫 M4PGRP-SC 表达 的 有 
效 性 检测 

TER AA dsRNA 的 宿主 菌 24 h 之 后 ,qPCR 检 
M| MdPGRP-SC 基因 表达 结果 显示 ,与 空白 对 照 组 幼 
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图 1 dsRNA 诱导 表达 结果 的 电泳 检测 
Fig. 1 Electrophoresis result of inducible expression of dsRNA 
1: 诱导 的 HT115-L4440-PGRP-SC 总 RNA ( Total RNA of induced 
HT115-I4440-PGRP-SC) ; 2: 未 诱导 的 HTI15-L4440-RGRP-SC 总 
RNA (Total RNA of non-induced HT115-14440-PGRP-SC) ; 3; 诱导 
的 HTI15-L4440-GFP 总 RNA (Total RNA of induced HT115-L4440- 
GFP) ; 4: 未 诱导 的 HTI15-L4440-GFP 总 RNA (Total RNA of non- 
induced HT115-L4440-GFP) . 箭头 所 示 为 诱导 的 特异 RNA 条 带 The 


arrows denote the induced RNA bands. 











虫 相 比 , GFP 对 照 组 的 幼虫 体内 MdPGRP-SC 表达 
量 没 有 明显 变化 , 而 PGRP-SC 干扰 组 的 幼虫 
MdPGRP-SC 表达 量 显著 降低 , 仪 为 空白 对 照 组 的 
23.04% ,为 GFP 对 照 组 的 23.58% (图 2)。 
2.3 干扰 后 对 家 蝇 幼 虫 肠 道 内 pGFP-ECO 的 荧光 
检测 

通过 荧光 显微镜 观察 发 现 , 投 喂 pGFP-ECO 20 
min 后 ,GFP 对 照 组 和 PGRP-SC 干扰 组 幼虫 均 能 够 
在 严 光 下 观察 到 肠 道 内 有 明亮 的 绿色 荧光 , 且 奖 光 
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Blank control group. GFP control group PGRP-SC interference group 


图 2 FIRK dsRNA 大 肠 杆菌 24 h 后 家 蝇 幼 虫 MaPGRP-SC 基因 的 相对 表达 量 











Fig. 2 Relative expression level of MdPGRP-SC in Musca domestica larvae after feeding with Escherichia. coli 
expressing dsRNA for 24 h 
实验 以 B-actin 基因 为 内 参 , 以 空白 对 照 组 试 虫 的 表达 量 为 对 照 (定量 为 1) , GFP 对 照 组 和 PGRP-SC 干扰 组 试 虫 表达 量 与 之 比较 ,差异 显著 
性 用 Student t 检验 进行 分 析 , 双星 号 表示 差异 极 显著 (已 <0.01) 。B-actim was set as a reference to determine the relative expression level, which is 


normalized to the level of blank control group ( position to 1). The significance of differences between the blank control group and the GFP control group 






































or PGRP-SC interference group was tested by Student’ s t-test. Double asterisks denote highly significant difference ( P «0.01). 
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主要 集中 在 前 肠 ( 图 3: A.B)。 投 喂 完 成 之 后 放置 
30 min, GFP 对 照 组 幼虫 体内 仍然 能 够 观察 到 明显 


的 奕 光 , 且 分 布 于 整个 肠 道 中 (图 3: C) ,而 PCRP- 
SC 干扰 组 的 幼虫 奕 光 强度 明显 减弱 (图 3: D)o 

















图 3 家 蝇 幼 虫 肠 道 内 pGEP-ECO 绿色 菊 光 强度 随时 间 变 化 情况 


Fig. 3 Temporal fate of green luorescent protein ( GFP) in the intestine of Musca domestica larvae 
A: GFP 对 照 组 投 喂 pGFP-ECO 后 0 min (0 min after feeding with pGFP-ECO in GFP control group) ; B; PGRP-SC 干扰 组 投 喂 bpCFP-ECO 后 0 min 


ECO in GFP control group) ; D; PGRP-SC 干扰 组 投 喂 pGFP-ECO 后 30 min (30 min after feeding with pGFP-ECO in PGRP-SC interference group). 


2.4 干扰 后 家 蝇 肠 道内 过 和 氧化 氨 ( HO) 含量 及 抗 
菌 肽 表达 检测 结果 
投 喂 干扰 24 h 后 快速 解剖 分 离 肠 道 组 织 ,按照 
过 氧化 氧 (H,0; ) 测 试 盒 使 用 说 明 书 ,分 别 测 得 空 
对 照 组 .GFP 对 照 组 和 PCRP-SC 干扰 组 样品 吸光 度 
5 





量 (mmol/g pro) 
u > 


过 氧化 氧 含 上 


Hydrogen peroxide content 


一 


值 ,并 按说 明 书 所 示 方 法 计算 各 组 样品 中 E50, 含 
量 。 分 析 数据 显示 , PGRP-SC 干扰 组 的 幼虫 肠 道内 
H,0, 含量 为 2.75 mmol/g pro, 与 空白 对 照 组 (2.25 
mmol/g pro) 和 GFP 对 照 组 (3. 14 mmol/g pro) 相 比 
没有 显著 性 差异 (图 4) 。 
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图 4 RNA TFJ4UE ZI LE BPBO, 含量 


Fig. 4 H,O, content in the intestine of Musca domestica larvae after RNAi 





投 喂 干扰 后 对 试 虫 的 qPCR 结果 显示 ,与 GFP 
对 照 组 相 比 ,PCRP-SC 干扰 组 中 家 晶 幼 虫 肠 道 内 的 
4 种 抗菌 肽 基因 attacin, diptericin, muscin 和 cecropin 











表达 量 显著 上 调 ,分 别 为 CFP 对 照 组 的 55.6, 124.5, 
10.9 和 104.4 倍 ( 图 5)。 
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图 5 RNA 干扰 后 家 蝇 幼虫 肠 道 内 4 种 抗菌 肽 基因 的 
相对 表达 量 


Fig. 5 Relative expression levels of four antibacterial peptide 





genes in the intestine of Musca domestica larvae after RNAi 
双星 号 示 组 间 差 异 极 显著 (P «0. 01). (Student t 检验 ) , Double 
asterisks indicate extremely significant difference between groups ( P < 


0.01) (Student' s t-test) . 
3 讨论 


本 实验 室 前 期 研究 发 现 ，MdPGRP-SC 基因 在 
家 蝇 肠 道 组 织 中 表达 量 最 高 ( Gao et al., 2015 ) 。 为 
研究 MdPGRP-SC 在 家 晶 肠 道 免 疫 中 的 作用 ,我 们 
通过 投 喂 表达 dsRNA 宿主 著 的 方式 对 幼虫 进行 
RNA 干扰 (RNA interference, RNAi) 。 结 果 显 示 ,对 
家 蝇 幼 虫 投 喂 表 达 MdPGRP-SC dsRNA 的 大 肠 杆菌 
后 ,该 基因 的 表达 量 显著 降低 ,表明 该 手段 能 够 有 效 
干扰 家 晶 幼 虫 中 MdPGRP-SC 基因 的 表达 。 昆 虫 
RNAi 的 常用 方式 包括 注射 \ 投 喂 浸泡 等 ,其 中 适用 
性 最 广 的 方式 是 将 体外 合成 的 dsRNA 显 微 注 射 到 
昆虫 体腔 内 ( Dzitoyeva et al., 2001; Wu et al., 
2016) ,但 是 注射 操作 较为 复杂 , 且 成 本 较 高 、 成 活 
率 不 稳定 。 除 此 之 外 , Miller 等 (2008 ) 发 现 通过 体 
外 合成 dsRNA 注射 对 果 晶 D. melanogaster 进行 
RNAi 仅 限 于 在 血细胞 中 起 歼 ,而 且 注射 产生 的 创口 
会 激发 坛 虫 免疫 反应 ,因此 在 免疫 学 实验 中 并 不 适 
宜 。 相 比 之 下 , 投 喂 法 更 加 易于 操作 , 且 成 本 较 低 ， 
同时 由 于 喂食 是 自然 的 导 和 人 方式 ,对 昆虫 造成 的 侵 
害 性 小 ,目前 在 半 翅 目 ( Araujo et al., 2006) .鞘翅 目 
( Baum et al., 2007 ) FHEA H ( Turner et al., 2006) 
等 许多 昆虫 中 都 取得 了 成 果 。 在 双 翅 目 昆虫 中 ， 
Walshe 等 (2009 ) 通过 投 喂 合成 dsRNA 方法 对 刺 舌 
的 TseseEP 和 
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transferrin 24192 进行 干扰 ,并 在 转录 和 翻译 水 平 上 
观察 到 TsetseEP. 基因 表达 量 下 调 , 而 transferrin 
24192 基因 的 表达 情况 没有 显著 变化 。Whyard 等 
(2009) 针对 果 蝇 属 y 微 管 蛋 白 基 因 (gamma- 
tubulin )3' 非 编 码 区 序列 设计 的 dsRNA 可 以 作为 特 
BEES GRIS PERS D. melanogaster, Li 等 (2011 ) 
分 别 通过 投 喂 dsRNA 和 投 喂 表 达 dsRNA 的 HT115 
大 肠 杆菌 的 方式 , 均 对 桔 小 实 晶 Bactrocera dorsalis 
的 4 种 基因 noa, rabll, v-ATpase-D 和 rpl 成 功 干 
扰 。 通 过 HT115( DE3 ) 大 肠 杆菌 导入 dsRNA 进行 
RNAi 已 经 在 秀丽 隐 杆 线虫 Caenorhabditis elegans 
(Timmons et al., 2001) 、 涡 虫 Schmidtea mediterranea 
( Newmark et al., 2003), [uf X E JE E Entamoeba 
histolytica ( Solis et al., 2009) 和 甜菜 夜 蛾 Spodoptera 
exigua (Tian et al., 2009) 等 物种 中 实现 。 针 对 家 量 
不 同 基 因 ,通过 投 喂 表达 dsRNA 宿主 菌 所 实现 的 干 
扰 效 果 存 在 差异 。 本 实验 室 已 经 确定 能 够 通过 此 方 
法 进行 干扰 的 家 蝇 基 因 有 MdSODI , MdSOD2. (Tang 
et al., 2012a), HSP70 (Tang et al., 2012b) 和 
MdSOD3 ( 唐 婷 等 , 2012 ) 等 。 

通过 投 喂 pGFP-ECO 可 以 清晰 地 观察 到 摄 入 细 
菌 在 家 蝇 幼 虫 体内 的 时 空 动态 。 喂 食 完成 30 min 
内 ,PCRP-SC 干扰 组 幼虫 体内 获 光 强度 变 弱 , 提示 
肠 道 内 的 pGFEP-ECO 数量 减少 ,说 明 机 体 已 经 对 进 
入 体内 的 外 源 微 生物 进行 了 清除 。 在 家 晶 肠 道 控 制 
细菌 感染 的 过 程 中 ,存在 两 种 重要 调节 机 制 一 一 
ROS 合成 以 及 局 部 抗菌 肽 产生 (Buchon et al., 
2009), ROS 作为 一 种 好 氧 型 生物 代谢 过 程 中 不 可 
避免 的 中 间 产 物 ,在 机 体 正 常生 理 调控 ,以 及 应 对 病 
原 菌 和 寄生 虫 过 程 中 起 重要 作用 (Nathan and 
Shiloh, 2000 ) 。 Coteur 等 (2007 ) 在 海星 Asterias 
rubens 中 发现 , PGRP-Sla nj jm qd BE vx o ER 
Micrococcus luteus 感染 引发 的 ROS 合成 ,但 其 作用 
机 制 还 有 竺 研究 。H,0, 作为 昆虫 肠 道 免疫 中 主要 
HJ ROS ( Kim and Lee, 2014) ,其 含量 在 MdPGRP- 
SC 基因 干扰 前 后 的 家 晶 幼 虫 肠 道 内 并 没有 显著 变 
化 ,说 明 MdPGRP-SC 被 干扰 24 h 之 后 ROS 并 没有 
大 量 合成 ,在 消除 家 蝇 幼 虫 肠 道内 pGFP-ECO. 的 过 
程 中 不 发 挥 杀 菌 作用 。 

同时 , 我 们 通过 qPCR 检测 到 试 虫 肠 道 内 
attacin , diptericin, muscin 和 cecropin 4 种 抗菌 肽 基 
因 均 有 不 同 程度 的 上 调 , 提示 这 4 种 抗菌 肽 可 能 在 
肠 道 内 发 挥 了 杀菌 作用 ,从 而 导致 了 pGFP-ECO 数 
量 的 快速 减少 。 革 兰 氏 阴 性 菌 引发 的 果 蝇 肠 道 感染 
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会 激活 IMD 通路 ,引发 局 部 的 attacin 和 diptericin dé 
ik(Buchon et al., 2009) , Bischoff 55 ( 2006 ) 发 现 
PGRP-SC 缺陷 型 果 晶 受到 革 兰 氏 阴 性 菌 感染 后 
diptericin 表达 量 上 调 , 认为 果 晶 幼虫 援 人 细菌 后 
PGRP-SC 能 够 抑制 肠 道 中 IMD 通路 激活 。 本 实验 
室 前 期 通过 注射 dsRNA 的 方法 对 MdPGRP-SC 进行 
干扰 ， 随后 观察 MES 到 attacin 和 diptericin 表达 上 调 ， 并 
猜测 MdPGRP-SC 可 能 与 IMD 通路 激活 有 关 ( Gao et 
al., 2015) 。 在 本 研究 中 我 们 采用 不 同 的 干扰 方式 ， 
将 表达 dsRNA 的 宿主 菌 直接 投 忠 家 蝇 幼 虫 ,同样 有 
效 敲 低 了 目标 基因 ,并 检测 到 抗菌 肽 表达 显著 上 调 ， 
与 之 前 的 注射 干扰 实验 结果 一 致 。 在 投 喂 干扰 过 程 
中 GFP 对 照 组 和 PCRP-SC 干扰 组 幼虫 都 摄 人 了 大 
肠 杆 菌 ,而 PCRP-SC 干扰 组 试 虫 肠 道 内 抗菌 肽 表达 
tJ GFP 对 照 组 的 10.9 ~ 124.5 倍 ;因此 可 以 说 明 
抗菌 肽 的 升 高 不 是 由 大 肠 杆 菌 引发 , 而 是 干扰 
MdPGRP-SC 导致 抗菌 肽 表达 上 调 。 由 此 我 们 推断 ， 
干扰 MdPGRP-SC 后 可 能 造成 IMD 通路 敏感 。 

Buchon 4& ( 2009 ) 用 致 病菌 Erwinia carotovora 
carotovora 15 投 喂 果 量 D. melanogaster 引起 肠 道 感 
yu ,发 现 AMPs, PGRPs 和 transferrin 等 免疫 标志 性 
蛋白 基因 上 调 表达 ,这 些 基因 大 部 分 是 由 IMD 通路 
控制 调节 ,并 发 现 Toll 通路 在 应 对 肠 道 感染 中 不 起 
fEFH. XE S Hà D. melanogaster ( Kubrak et al., 
2014) 和 埃及 仇 蚊 Aedes aegypti ( Pan et al., 2012) 中 
的 研究 表明 , cecropin 是 一 种 主要 受 Toll 通路 调控 
的 抗菌 肽 。 为 检验 干扰 M4PGRP-SC 后 Toll 通路 是 
否 在 家 蝇 幼 虫 清除 肠 道内 细菌 过 程 中 被 激活 ,我 们 
对 cecropin 基因 表达 情况 进行 了 检测 ,结果 发 现 与 
GFP 对 照 组 相 比 , PGRP-SC 干扰 组 试 虫 肠 道 内 
cecropin 表达 量 上 调 104 倍 。 因 此 干扰 PGRP-SC 后 
可 能 也 引起 了 Toll 通路 的 激活 。muscin 是 家 蝇 中 
新 鉴定 的 一 种 具有 广 谱 抑 菌 活性 的 抗菌 肽 ,并 且 对 
草 兰 氏 阳 性 菌 的 抑制 效果 比 革 兰 氏 阴 性 苦 强 ( 杨 雪 
等 , 2015 ) 。 综 上 所 述 ,我 们 推测 MdPGRP-SC 在 控 
制 家 晶 幼虫 肠 道 免 疫 敏 感 程度 中 起 作用 。MdqdPCRP- 
SC 的 存在 抑制 了 肠 道 内 attacin, diptericin, muscin 
cecropin 等 抗菌 肽 基因 的 表达 ,干扰 M4PGRP-SC 

可 能 造成 宿主 肠 道 免疫 敏感 ,引发 肠 道 内 抗菌 肽 
达 上 调 , 进 而 对 摄 入 的 pGFP-ECO 进行 杀伤 。 
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